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Inducdo de Calos Embriogénicos em
Embrides Zigéticos de Progénies de
RC1 (Elaeis guineensis x Elaeis oleifera)
x Elaeis guineensis

Cibelle Azamora dos Santos’
Pamela Keiko Harada?
Ricardo Lopes?®

Regina Caetano Quisen*

Resumo - Este trabalho teve como objetivo avaliar a inducao
e proliferacdao de calos embriogénicos em embrides zigéticos
de progénies RC1 (HIE F1 x palma-de-6leo). Embrides zigéticos
cultivados por 90 dias em meios MS e Y3 com 2,4-D e picloram
(450 uM) foram subcultivados para meio MS e Y3 com 40
UM das auxinas combinadas com 2iP (O e 10 yM). As culturas
apresentaram formacao e crescimento lentos de calos primarios,
nao sendo observada diferenca estatistica significativa para
nenhuma das varidveis avaliadas para os fatores meios de cultura
e as auxinas (2,4-D e picloram) e suas interacoes ao final de 90
dias de cultivo. Aos 150 dias, o picloram a 40 yM suplementado
com 2iP foi superior a auxina 2,4-D em meio de multiplicacao,
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favorecendo a proliferacdo de calos primarios, assim como a
formacao de estruturas de potencial embriogénico, seja em meio
MS, seja em Y3.

Palavras-chave: embriogénese somatica, palma-de-éleo-africana, caiaué.
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RC1’s Progenies (Elaeis guineensis x
Elaeis oleifera) x Guinean Elaeis) by
Embryogenis Callus Induction

Abstract — The objective of this work was to evaluate the induction
and proliferation of embryogenic calli in zygotic embryos of RC1
progenies (HIE F1 x oil palm). Zygote embryos cultured for 90 days
on MS and Y3 medium with 2,4-D and (450 uM) were transferred
to basal medium with 40 yM auxin combined with 2iP (O and
10 uM). The primary calluses presented slow growth formation.
At the end of 90 days of cultivation, no significant statistical
difference was observed for any of the variables evaluated for
culture medium and auxins and their interactions. In the medium
of multiplication at 150 days, the picloram was superior to 2,4-D,
favoring the proliferation of primary calli, as well as the formation
of embryogenic potential structures, either in MS or Y3.

Keywords: somatic embryogenesis, oil palm, caiaué.
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Introducao

O caiaué, dendezeiro-americano ou palma-de-6leo-americana
(Elaeis oleifera), constitui-se na Unica fonte atualmente disponivel
de tolerdncia ao amarelecimento-fatal (AF), considerado grande
ameaca a dendeicultura latino-americana em razao do alto grau de
letalidade. Neste sentido, o Programa de Melhoramento Genético
do Dendezeiro pertencente a Embrapa Amazodnia Ocidental tem se
dedicado fortemente ao desenvolvimento de cultivares resultan-
tes da hibridacdao da palma-de-6leo-africana (E£. guineensis) com o
caiaué. Dentre as metodologias aplicadas destaca-se a hibridacao
via retrocruzamentos, que consiste em cruzar a palma-de-d6leo-
-africana (genitor recorrente) e o caiaué (doador), que geram pro-
génies de retrocruzamento (RC) de elevada variabilidade e superio-
res até aquelas intraespecificas, introduzindo as caracteristicas do
caiaué, como, por exemplo, a provavel resisténcia ou tolerancia ao
AF e as principais pragas e doencas da palma-de-6leo-africana, e
mantendo a produtividade da espécie africana (Rios et al., 2012).

Nas diversas acdes de pesquisas com o dendezeiro, destaca-
-se a clonagem in vitro de materiais elite, considerada uma impor-
tante ferramenta biotecnoldégica que permite a producao de linhas
clonais de progénies retrocombinantes a ser utilizadas na amplia-
cao da base genética testada nos cruzamentos de campo. Para o
género Elaeis, assim como ocorre para a maioria de espécies de
palmeiras, a técnica de clonagem in vitro envolvida e passivel de
producdao massal é a embriogénese somatica indireta. No entan-
to, para que essa forma de propagacao seja possivel, protocolos
especificos devem ser estabelecidos, considerando as diferentes
fases envolvidas e os requerimentos gendtipo-dependentes.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo ava-
liar a influéncia de meios de cultura e auxinas na inducao e prolife-
racao de calos embriogénicos em embrides zigdticos de progénie
RC1 (E. oleifera x E. guineensis) x E. guineensis).
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Material e Métodos

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Amazénia Ocidental,
Manaus, Amazonas. Embrides zigéticos extraidos de sementes de
retrocruzamentos RC1 ((OxG)xG) foram submetidos a assepsia
e cultivados por 90 dias em meio de inducdo a calogénese,
composto por sais e vitaminas de Murashige e Skoog (1962),
e de Y3 (Eeuwens, 1976), suplementados com sacarose (3%),
caseina hidrolisada (500 mg L"), glutamina (100 mg L"), carvao
ativado (0,25%), e as auxinas 2,4-D e picloram, ambos a 450
MM. As culturas foram subcultivadas para meio de multiplicacao
e diferenciacao de culturas embriogénicas de mesma composicao
basal, sendo a concentracao do 2,4-D e picloram reduzidas para
40 uM combinadas com 2iP (O e 10 uM).

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 (meios de
cultura x reguladores de crescimento), com 5-6 repeticoes por
tratamento, e a unidade experimental com cinco embrides cada.
As placas foram mantidas em sala de crescimento de ambiente
controlado, onde permaneceram na auséncia de luz, sob
temperatura de 26 °C+2 °C e umidade relativa do ar de 60%-
70%.

As culturas foram subcultivadas a cada 30 dias, sendo o
desenvolvimento inicial monitorado nas primeiras semanas
(avaliacdo visual), e avaliadas ao final de 120 dias para a
porcentagem de explantes com calos (avaliacdo fenotipica):
Tipo | — Calos primaéarios, Tipo Il — Calos com caracteristicas
embriogénicas (estruturas nodulares/globulares) e Tipo Il — Calos
com caracteristicas ndo embriogénicas (compactos ou estruturas
anormais). Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia, e as médias, comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, sendo os dados previamente transformados em

arco seno (x + 0,5/100)0,5.
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Resultados e Discussao

Quanto ao desenvolvimento inicial dos explantes, observou-
se que o0s embrides zigdticos comecaram a responder ao meio
de inducao a calogénese a partir de dez dias apés a inoculacao,
quando apresentaram inicio de intumescimento. Ao final de 30
dias foram visiveis os primeiros calos primarios, principalmente
na regiao distal do explante, correspondente a regiao cotiledonar
do embrido zigético do género Elaeis. Os calos apresentaram
coloracao branco-amarelada e opaca, tamanho reduzido, formados
por pequenas massas celulares aparentes, na maioria das vezes,
apés a expansao e rompimento e abertura da regido da base
(proximal) do explante.

Ao final da fase de multiplicacdo e diferenciacao foi
possivel a caracterizacao das massas calosas de acordo com
a coloracdao e trés tipos de estruturas celulares visualizados.
Os calos priméarios (Tipo 1) apresentaram coloracdo clara e
transldcida, constituidos de pequenos aglomerados celulares
aparentemente mais organizados. Os calos com caracteristicas
embriogénicas (Tipo |lI) apresentaram coloracdao amarelo-
-clara a bege, com estruturas celulares maiores, de formato
nodular e globular, que ocasionalmente se destacaram do calo.
Os calos do Tipo lll, de carater nao embriogénico, apresentaram
estruturas compactas de coloracdao branca ou amarela, brilhantes
e transparentes, de formato alongado, e nem sempre coesos.

Nao houve interacao dupla para a formacao de calos, ou seja,
nao houve interacao entre os fatores meios de cultura e reguladores
de crescimento para os calos de Tipo lll, nao embriogénicos, com
porcentagens que variaram entre 24% e 36,8%. Na formacéao
de calos do Tipo | e Il, por sua vez, foi observada diferenca
significativa entre as médias, alcancando valores superiores
para ambos os meios na presenca do regulador picloram, com
destaque para o meio Y3 na calogénese primaria (64%) (Tabela
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1). A interacdo entre meio x regulador demonstra claramente que
esse processo morfogenético é dependente, seja dos diferentes
componentes nutritivos do meio de cultura, seja da sinalizacao
hormonal proporcionada pelos reguladores de crescimento, para
gue ocorram as alteracdes que resultaram em processos que vao
desde a inducao até a rediferenciacao de uma ou mais células,
neste caso diferenciacdo em embrides somaticos.

No que diz respeito a andlise dos fatores isoladamente, nao
houve efeito significativo dos meios de cultura MS e Y3 na formacao
de calos (Tabela 1). Mesmo considerando a complexidade e
diferenca existente na composicao desses meios, pode-se atribuir
aos reguladores de crescimento maior influéncia nesse processo
embriogénico, assim como observado por Thuzar et al. (2011) em
estudo de inducado de calogénese com Elaeis guineensis, devido
a forte pressdo das auxinas na reprogramacao e aquisicao de
competéncias nas células dos explantes.

Tabela 1. Formacéo de calos a partir de embrides zigdticos obtidos de cruzamentos de RC1
(E. oleifera x E. guineensis) x E. guineensis, apés 120 dias em funcdo da composicao dos

meios de cultura (MS e Y3) e das auxinas 2,4-D e picloram (Pic), em que: Tipo | — Calo
primario; Tipo Il — Embriogénico (nodular/globular); e Tipo Ill - Ndo embriogénico. Manaus,
2017.
Tipo | (%) Tipo Il (%) Tipo 1l (%)
2,4-D Pic 2,4D Pic Média Pic

MS 36,0 Aa 40,0Ab 38,0a 8,0Ba 32,0Aa 200a 24,0a 280a 260a
Y3 20,0Ba 64,0Aa 42,0a 8,0Ba 376Aa 228a 240a 36,8a 304a
Média 28,0B 520A 80B 348A 240A 324A

"Médias seguidas de mesma letra, maitscula entre colunas e minuscula entre linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey p>0,05).

Nessa fase da embriogénese somatica, em que ocorre a
diferenciacdo das células com caracteristicas embriogénicas, o
picloram mostrou-se superior ao 2,4-D para todas as tipologias
embriogénicas, com excecao para calos ndao embriogénicos (Tabela
1), promovendo maior inducao de calos de carater primario, nodular
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e globular. Essa superioridade do picloram em relacdo ao 2,4-D,
nos processos embriogénicos, também é descrita em estudos com
algumas palmeiras da familia Arecaceae, tais como Areca catechu
(Karun et al., 2004), Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007) e
Acrocomia aculeata (Moura et al., 2008). Segundo Fitch e Moore
(1990), esse comportamento pode estar associado a uma efetiva
absorcao e mobilizacdo dessa auxina, com a rapida metabolizacao
nas células-alvo.

Apesar da ampla variacdo na porcentagem de calos
embriogénicos do Tipo Il induzidos, entre 8,0% e 37,6%, a
modificacao no balanco hormonal no meio de cultura, com areducao
das auxinas e a suplementacdao com 2iP a 10 yM, contribuiram
fortemente para a determinacdao da resposta desse processo
morfogenético, estimulando o crescimento e a diferenciacdo de
setores dos calos em globulares e/ou nodulares. Steinmacher
et al. (2007) e outros autores, por sua vez, concordam que em
palmeiras mais especificamente, apds a inducao, a transferéncia
das culturas para meio com auxina em menor concentracao
constitui-se em fator-chave para a diferenciacdao e posterior
desenvolvimento dos embrides somaticos (Karun et al., 2004;
Steinmacher et al., 2007).

Conclusoes

A formacdo de calos embriogénicos, em embrides zigéticos
RC1 ((OxG)xG), é dependente da combinacdo meio de cultura e
regulador de crescimento, sendo mais fortemente influenciada
pelas auxinas 2,4-D e picloram na proliferacdo e diferenciacao
de estruturas embriogénicas. Os meios de cultura MS e Y3
suplementados com 2,4-D ou picloram induziram satisfatoriamente
a formacao de calos priméarios ao final de 90 dias de cultivo. Dessas
combinacdes, deduziu-se que o meio de cultura suplementado
com 2iP e a auxina picloram a 40 yM favoreceu a multiplicacao de
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calos primarios, assim como a formacao de estruturas de potencial
embriogénico, seja em meio basal MS, seja em Y3.
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